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UTILISATION D'UN POLYPEPTIDE DERIVE D'UNE ALBUM I NE PAlb 
DE LEGUMINEUSE COMME INSECTICIDE 

La presente invention concerne des proteines 
insecticides et leur utilisation pour la protection des 
5 plantes, et en particulier des cereales, de leurs graines 
et des produits derives de celles-ci contre les insectes 
ravageurs . 

Des insectes ravageurs des graines de cereales 
se rencontrent dans differentes families, en particulier 

10 parmi les Coleopteres, des Lepidopteres et des 
Homopteres . Chez les Coleopteres, on citera en 
particulier les charangons des grains (Sitophilus oryzae, 
Sitophilus zeamais, Sitophilus granarius) , ainsi que 
TeneJbrio spp., Rhyzopertha dominica, Trogoderma spp . , 

15 Tribolium confusum. Chez les Lepidopteres, on citera en 
particulier Sitotroga cerealella et Ephestia. kuehniella . 

Les ravageurs de graines de cereales sont 
parmi les principaux ennemis des recoltes qu'ils 
attaquent au champ (au moins dans les regions chaudes) , 

20 et surtout dans les silos de conservation ; ils peuvent 
egalement attaquer les produits transformes derives de 
cereales (par exemple farines, semoules, etc.) Ces 
insectes causent des degats tres importants et sont 
chaque annee a l'origine de la destruction d'une partie 

2 5 importante (pouvant avoisiner 2 5%) de la recplte mondiale 
de cereales recoltees chaque annee. 

Pour lutter contre ces insectes, differentes 
methodes ont ete preconisees . L' utilisation 

d' insecticides (LINDANE®, puis MALATH I ON® et bromure 

30 d' ethylene) est actuellement remise en question, du fait 
des problemes poses par la presence de residus de ces 
produits dans 1 ' al indentation . En outre, des resistances a 
ces produits sont apparues chez de nombreux insectes 
cibles, ce qui rend leur utilisation de moins en moins 

35 efficace. Pour remplacer ces insecticides ou limiter leur 
usage, differentes methodes ont ete proposees [pour 



2 



revue, cf par exemple F.H ARTHUR, J. Stored Prod. Res., 

3^ pp_. 2-9 3 -3 02 -, (-4.-9-9-6-)-]-* Les p-l-us d e v el oppee^s- 

actuellement sont des methodes physiques, telles que le 
ref roidissement des silos, la conservation sous C0 2 ou 
5 sous azote ; ces methodes sont toutefois onereuses, et 
leur mise en oeuvre, qui necessite une haute technicite, 
est delicate ; elles ne sont done pas applicables 
partout . 

Un autre type d'approche, qui fait l'objet de 

10 nombreuses recherches, consiste a produire des plantes 
transgeniques exprimant un ou plusieurs gene(s) leur 
conferant une resistance contre l'attaque des insectes. 
Cependant, cette approche necessite que l'on dispose de 
genes appropries, qui doivent en outre etre acceptables a 

15 la fois pour 1 ' environnement et par les consommateurs . 

La plupart des insectes presentent une 
specif icite alimentaire plus ou moins stricte ; e'est 
ainsi que les graines de cereales sont attaquees par les 
charangons des grains (Sitophilus oryzae, Sitophllus 

20 zeamais, Sitophilus granarius) , qui n'attaquent pas les 
graines de legumineuses ; par contre, d'autres ravageurs, 
tels que les bruches, attaquent les legumineuses, mais 
pas les cereales. 

Des travaux precedents de 1 ' equipe des 

25 Inventeurs [DELOBEL et GRENIER, J. Stored Prod. Res., 29, 
pp. 7-14, (1993)], ont montre que les trois especes de 
Sitophilus mentionnees ci-dessus pouvaient se developper 
sur des chataignes ou des glands, mais qu'en revanche 
elles mouraient rapidement sur pois casses, cette 

3 0 mortal ite etant consecutive a la consommation des pois 
par ces charangons . 

Les Inventeurs ont entrepris de rechercher la 
substance toxique responsable de cette mortalite. II est 
par ailleurs connu que les legumineuses renferment 

35 plusieurs substances entomotoxiques, et qu' il existe chez 
diverses especes d' insectes pour lesquelles les 
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legumineuses sont toxiques, des sous -populations 
naturelles plus ou moins resistantes a la toxicite des 
legumineuses . 

Par exemple, dans le cas des charangons des 
5 grains, un test effectue par l'equipe des Inventeurs sur 
90 souches d'origines geographiques differentes, a montre 
que 4 souches appartenant a 1'espece Sitophilus oryzae 
comport aient des individus capables de survivre sur pois 
casses au stade adulte ; en revanche, aucune souche 

10 possedant cette faculte n'a ete mise en evidence chez les 
especes Sitophilus zeamais, ou Sitophilus granarius ; 
1' etude du determinisme genetique de cette resistance a 
montre que ce caractere est monogenique, recessif et 
autosomal [GRENIER et al . , Heredity, 79, pp. 15-23, 

15 (1997) ] . 

Les Inventeurs ont selectionne une souche de 
S. oryzae homo zygote pour ce gene de resistance, et ont 
utilise cette souche pour rechercher la substance toxique 
vis-a-vis de laquelle se manifestait le mecanisme de 
2 0 resistance code par ce gene. 

Les Inventeurs ont ainsi constate que cette 
toxicite etait associee aux isoformes d'une proteine, de 
sequence similaire a celle de l'albumine de pois PAlb 
decrite par HIGGINS et al . , [J. Biol. Chem. , 261(24), 
25 pp. 11124-11130, (1986)], et presentant une forte 
similitude (65% d'identite) avec la leginsuline de soja 
[WAT AN ABE et al . , Eur. J. Biochem. , 15, pp. 224:1-167-72, 
(1994)]. Aucune propriete entomotoxique n'avait jusqu'a 
present ete associee a la proteine PAlb, a la leginsuline 
30 ou a d'autres proteines homologues . 

L'alignement de la sequence de 1 ' une des 
isoformes de la proteine purifiee par les Inventeurs, 
avec celles de la proteine PAlb de pois, publiee par 
HIGGINS et al . et de la leginsuline de soja publiee par 
35 WATANABE et al . , est representee sur la Figure 7. Ces 3 
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sequences comportent en particulier 6 residus cysteines 

occupant — des-positions-conservee s . , 

La present e invention a pour objet 
1 ' utilisation en tant qu' insecticide , d'un polypeptide 
5 comprenant une sequence repondant a la formule generale 
(I) suivante : 

X 1 CX 2 CX 3 CX 4 CX 5 CX 6 CX 7 ( I ) 

dans laquelle C represente un residu cysteine, 
X x represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 

10 acides amines, X 2 represente un acide amine ou une 
sequence de 2 a 5 acides amines, X 3 represente une 
sequence de 4 a 10 acides amines, X 4 represente une 
sequence de 3 a 10 acides amines, X 5 represente un acide 
amine ou une sequence de 2 a 4 acides amines, X 6 

15 represente une sequence de 7 a 15 acides amines, X 7 
represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines. 

De preference, X x represente un dipeptide, X 2 represente 
un tripeptide, X 3 represente un heptapept ide , X 4 
20 represente un tetrapeptide , X 5 represente un acide amine, 
X 6 represente un nonapeptide, et X 7 represente un 
pentapeptide . 
Avantageusement : 

- X x repond a la sequence y!y 2 dans laquelle y 1 et y 2 
25 representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, ou 
bien y x represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, 
la serine, la glycine, et la threonine, et y 2 represente 
1' acide glutamique ou 1' acide aspartique ; et/ou 
3 0 - X 2 repond a la sequence y 3 y 4 y 5 dans laquelle y 3 
represente la glutamine ou 1 ' asparagine , et y 4 et y 5 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, la threonine, la 
valine, la leucine, 1 ' isoleucine , et la methionine ; 
35 et/ou 
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- X 3 repond a la sequence y 6 y7y8Y9yioYnyi2 dans laquelle y 6 
represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, la 

serine, la glycine, et la threonine, y 7 , y n , et y 12 
representent chacun la proline, y 8 represente un acide 
5 amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine, y 9 represente 1' acide aspartique ou 1' acide 
glutamique, y 10 represente un acide amine choisi parmi la 
valine, la leucine, 1 ' isoleucine , et la methionine ,- 
et/ou 

10 - X 4 repond a la sequence y^y^yisyis , dans laquelle y 13 , 
Yi4' Yis' Yie/ representent chacun un acide amine choisi 
parmi 1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, 
ou bien y 14 represente un acide amine choisi parmi 
1/ alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 13 et 

15 y 15 representent chacun un acide amine basique, et y 16 
represente 1' acide aspartique ou 1' acide glutamique ; 
et/bu 

- X 5 represente un acide amine basique ; et/ou 

- X 6 repond a la sequence . y 17 y 18 y 19 y 20 y 21 y 22 y 23 y 24 y 25 , dans 
20 laquelle y 17 , y 19 , y 21 , et y 23 representent chacun un acide 

amine choisi parmi la valine, la leucine, 1 ' isoleucine , 
et la methionine, y 18 represente la proline, y 20 et y 24 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 22 

25 represente un acide amine choisi parmi la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine , la methionine, la phenylalanine, 
le tryptophane, et la tyrosine, et y 2S represente un acide 
amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine ; et/ou 

3 0 - X 7 repond a la sequence y 26 y27y28y29y30 dans laquelle y 26 
represente un acide amine basique, ou un acide amine 
choisi parmi la valine, la leucine, 1 ' isoleucine , et la 
methionine, y 27 represente l'asparagine ou la glutamine ou 
un acide amine basique, y 28 represente la proline, et y 29 

3 5 et y 30 representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine. 
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Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 

present e inv ention , le p olyp eptide utilise c o mm e- 

insecticide presente an moins 4 0%, de preference au moins 
60% d'homologie avec une quelconque des isoformes d'une 
5 albumine PAlb. 

Au sens de la presente invention, on entend 
par : « albumine PAlb » non seulement toute isoforme de 
la proteine PAlb de pois, mais egalement toute proteine 
de la meme f ami lie presente chez d'autres plantes, 

10 notamment des legumineuses, ou des Meliacees, telles que 
Khaya senegalensis . 

Des polypeptides utilisables conformement a 
1' invention, peuvent etre des polypeptides naturels, par 
exemple les leginsulines de legumineuses, telle que la 

15 leginsuline de soja decrite par WATANABE et al . ; il peut 
s'agir egalement de polypeptides artificiels dont la 
sequence est derivee de celle d'une PAlb par 1' addition, 
la deletion, ou la substitution d'un petit nombre 
d'acides amines. On peut par exemple utiliser des 

2 0 polypeptides comprenant une sequence repondant a la 
formule generale (I), ou une portion de celle-ci 
correspondant a la region impliquee dans l'activite 
insecticide. Ce peptide actif peut event uellement etre 
fusionne a son extremite N-terminale et/ou a son 

25 extremite C-terminale avec une autre sequence peptidique. 

Ces polypeptides peuvent etre obtenus par les 
methodes classiques, connues en elles-memes, par exemple 
par synthese peptidique, ou par genie genetique, en 
exprimant , dans une cellule-hote appropriee une sequence 

30 codant pour le polypeptide souhaite. lis peuvent 
egalement, dans le cas des polypeptides naturels, tels 
que la PAlb et la leginsuline, etre purifies a partir de 
graines de plantes telles que des legumineuses ou des 
Meliacees . 

35 Conformement a 1' invention, les polypeptides 

comprenant une sequence de formule generale (I ) peuvent 
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etre utilises en tant que seul principe actif d'un 

insecticide, ou bien associes a un ou plusieurs autres 

principes actif s. lis peuvent etre utilises en 
particulier, pour lutter contre les insectes ravageurs 
5 des graines de cereales, et egalement contre des insectes 
phytophages, tels que les lepidopteres Mamestra brassicae 
ou Ostrinia nubilalis ou les coleopteres Chrysowelidae 
comme Phaedon cochlear iae ou Curculionidae comme 
Anthonomus grandis ou contre des Insectes phloemophages 

10 tels que les pucerons. 

En outre, les Invent eurs ont constate que la 
proteine PAlb conservait son activite insecticide pendant 
plusieurs annees dans les graines seches, et que cette 
activite n'etait pas affectee par un chauffage a 100°C. 

15 D' autre part, cette proteine n'est pas toxique 

pour 1 ' homme ou les animaux superieurs ; elle est 
presente dans les legumineuses qui font partie de leur 
alimentation habituelles . 

Les polypeptides de sequence generale (I) , 

20 sont particulierement bien adaptes pour la protection, en 
particulier pendant le stockage, des graines, des 
farines, ou des produits transformes qui en sont derives. 

Pour la mise en ceuvre de la presente 
invention, la concentration du polypeptide de 

2 5 sequence (I) au niveau du produit a proteger (plante, 

graines, ou produits derives) est generalement de IO^iM a 
lOOmM/kg, et avantageusement de 5 0|iM a 10mM/kg. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, on traite le produit a proteger avec 

3 0 une preparation comprenant ledit polypeptide, Celui-ci 

peut par exemple etre sous forme d'une preparation 
purifiee ou d'une fraction enrichie, qui peuvent 
notamment etre obtenues a partir de graines de plantes 
produisant naturellement ledit polypeptide, ou bien a 
35 partir de cultures de cellules exprimant un gene codant 
pour ce polypeptide. 
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Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 

de la presente invent ion, on produit i mp p i ^nt.p 

transgenique , transformee par au moins un gene codant 
pour ledit polypeptide, et exprimant ce dernier dans au 
5 moins un de ses tissus ou organes . 

La presente invention englobe egalement les 
plantes transgeniques produites de la sorte ; 
avantageusement , lesdites plantes sont des cereales. 

Ces plantes peuvent etre obtenues par les 
10 techniques habituelles de transgenese vegetale, qui sont 
connues en elles-memes . 

II est ainsi possible d'obtenir dans une 
plante une expression ubiquitaire et/ou une expression ou 
une surexpression dans certains tissus ou organes (par 
15 exemple dans les graines) d'un polypeptide de 
sequence (I), et de ce fait de proteger la plante, le 
tissu ou l'organe concerne, contre les attaques 
d' insectes pour lesquels ce polypeptide est toxique . En 
particulier, 1' expression d'un polypeptide de 

20 sequence (I) dans les graines permet de proteger celles- 
ci, meme apres la recolte, ainsi que les farines et les 
produits transformes obtenus a partir de ces graines. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre qui se 
25 refere a des exemples non- limitat if s , decrivant la 
purification et illustrant les proprietes insecticides 
d'une albumine PAlb de legumineuse. 

EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE DE LA TOXICITE DE DIFERENTES 
FARINES DE LEGUMINEUSES POUR DES CHARANCONS DES CEREALES 

30 La toxicite de farines de differentes 

legumineuses a ete testee sur des charangons (Sitophilus 
oryzae) . Les experimentations ont ete ef fectuees en 
parallele sur des animaux de type sauvage (souche 
sensible S) , et sur des mutants survivant a 

35 1 ' alimentation sur pois (souche resistante R) . 
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Les charangons (Sitophilus oryzae) sont eleves 

en enceinte regulee a 27 / 5°C et 70% d'humidite relative. 

De jeunes adultes ages d'une semaine sont preleves dans 
ces elevages de masse pour les tests. Pour chaque test, 
5 des lots de 3 0 insectes sont mis en experimentation, et 
la mortalite journaliere est notee. 

Des boulettes de farine sont petries avec de 
l'eau, mises a secher 24 h, et utilisees pour 
1 ' alimentation des charangons . La farine grise de ble 
10 utilisee est completee avec differentes proportions de 
farine de legumineuse, tamisee a 0,2 mm d'ouverture de 
maille. 

Les courbes dose-reponse de mortalite des 
charangons ont ete obtenues en utilisant differentes 

15 doses de chaque farine a tester. Les resultats sont 
traites par le programme « Toxicologie » [FEBVAY et 
RAHBE, « Toxicologie », un programme pour 1' analyse des 
courbes de mortalite par la methode des probits sur 
Macintosh, Cahiers Techn. INRA, 27, pp.. 77-78 (1991)]. Ce 

20 programme utilise la transformation, en Probits des 
mortalites cumulees et determine 1' equation de la courbe 
de regression et la concentration letale 50%. Ces valeurs 
sont determinees apres 4 et 7 jours d' exposition . 

En outre, pour chaque concentration de farine 

25 de pois, les temps letaux 50% (TL50) pour la souche 
sensible S ont egalement ete calcules. La courbe 
d'etalonnage ainsi etablie permettra de determiner dans 
la suite des experimentations, pour chaque farine ou 
fraction de farine testee, la concentration equivalente 

30 en farine de pois (en % de pois dans le ble). Cette courbe 
est representee sur la Figure 1. 
Toxicite de la farine de pois : 

La Figure 2 represente la mortalite cumulee 
pour des adultes de la souche sensible S de Sitophilus 

35 oryzae, sur pois (^) , et sur ble (□) , en fonction du 
temps d' alimentation en jours. Ces resultats montrent que 
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les charangons des cereales sont rapidement tues sur 

po-i-s — i — en — -8 — j- ours , — en tre — 9-0 — -e-t — 100% — das — a dult ers — sont 

morts . 

La Figure 3 represente la mortal ite a 6 jours 
5 de Sitophilus oryzae pour des boulettes a differentes 
concentrations de farine de poids ; la souche resistante 
(R) et la souche sensible (S) sont comparees . La courbe 
dose/reponse ainsi etablie montre que, pour la souche 
sensible (S) on observe, des 10% de farine de poids, 70% 
10 de mortalite en 6 jours (et 100% en 14 jours) . Dans le 
meme temps, la souche resistante (R) n'est pas affectee. 

Toxicite de farines d / autres legumineuses : 

Parmi les graines de legumineuses utilisees en 
alimentation humaine, 10 ont ete testees pour leur action 

15 sur les charangons sensibles et resistants. 

Des boulettes contenant 80% de farine de 
legumineuse et 20% de farine de ble ont ete utilisees. La 
Figure 4 illustre la mortalite cumulee des charangons 
Sitophilus oryzae, souche resistante R ( |;! ) ou souche 

20 sensible S ( f§ ) , mesuree apres 5 (4 A) , 7 (4 B) , 14 
(4 C) et 20 jours (4 D) d' alimentation sur niebe {Vigna 
unguiculata) variete blanche (1) et rouge (2) , pois de 
terre (3 : Vigna subterranea) , lentille (4 ; Lens 
esculenta) , haricot (5 : Phaseolus vulgaris) , haricot 

2 5 mungo (6 : Vigna radiata) , adzuki (7 : Vigrna angularis) , 
feve (8 : Vicia faba) , pois chiche (9 : Cicer arietinum) , 
et lupin (10 : Lupinus albus) . 

Les resultats montrent qu'a 7 jours toutes les 
legumineuses sont toxiques pour la souche sensible, meme 

30 si Vigna subterranea et Cicer arietinum n'ont pas encore 
tue tous les insectes qui y vivent ; par contre, la 
souche resistante ne presente pas ou tres peu de 
mortalite. On peut done en conclure qu'un meme mecanisme 
a l'origine de la toxicite, est present chez toutes ces 

35 legumineuses ; ce mecanisme apparait en particulier comme 
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predominant chez Vigna subterranea, Vigna radiata et 
Cicer arietinum. 

Toutefois, 1 ' examen des mortalities a 14 et 20 
jours sur certaines legumineuses, fait apparaitre pour la 
5 souche resistante une mortalite plus ou moins grande, 
qu'il faut done imputer a d'autres mecanismes ; e'est en 
particulier le cas sur Phaseolus vulgaris et sur Vigna 
angular is . 

EXEMPLE 2 - PURIFICATION ET IDENTIFICATION DE LA 
10 SUBSTANCE RESPONSABLE DE LA TOXICITE CHEZ LE POIS 

Preparation d' une fraction proteique enrichie en 
albumines (SRA1) . 

La fraction enrichie en albumine est preparee 
a l'echelle pilote selon le protocole developpe par 
15 CREVIEU et al . [Nahrung, 40(5), pp. 237-244, (1996)]. 

La farine de pois (10 kg) est melangee sous 
agitation avec 140 litres de tampon acetate (pH 4,9), le 
melange est centrifuge a 7500 t/min, le surnageant est 
soumis a une ultrafiltration sur membrane M5 , a une 

2 0 temperature qui ne depasse pas 25°C. Le retentat est 

soumis a une diaf iltration sur la meme membrane, le 
nouveau retentat est centrifuge a 6000 t/min pendant 
20 min et le surnageant lyophilise. La poudre obtenue 
(SRA1) qui represente en moyenne 1% de la masse mise en 
25 oeuvre au depart, est utilisee pour les purifications 
ulterieures . 

A chaque etape de la purification, la toxicite 
des dif ferentes fractions est determinee selon le 
protocole decrit a l'exemple 1 ci-dessus. 

3 0 Chromatographie d ' echange d / anions 

10 g de SRA1 sont mis en suspension dans 
100 ml d'une solution de methanol a 60% et agites 1 heure 
a 4°C. Apres centrif ugation (30 min, 9000 g, 4°C) le 
surnageant est recupere puis le methanol present est 
35 elimine a 1 ' evaporateur rotatif. Le volume est alors 
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reajuste a 100 ml par de l'eau et un tampon Tris-HCl 1M 

(pH 8,8) — de-manie-^e — a obtenlr une — conce nt r at i on f in ale— de- 

50 mM en Tris-HCl. Les proteines solubles sont 
fractionnees par chromatographie d'echange d' anions sur 
5 une colonne (12 0 x 50 mm) de DEAE SEPHAROSE FAST FLOW. 
Les proteines adsorbees sont eluees par une concentration 
de 50% de tampon B (Tris-HCl 50 mM, pH 8 , 8 ; NaCl 500 mM) 
dans le tampon A (Tris-HCl 50 mM, pH 8,8). Le debit 
d'elution est de 20 ml/min et les fractions collectees 

10 ont un volume de 80 ml. Les proteines sont detectees par 
absorption a 2 80 nm. 

Le chromatogramme est represents sur la Figure 
5. La concentration en tampon B est indiquee par la ligne 
discontinue. Les fractions de 80 ml correspondant aux 

15 pics sont reunies en deux fractions principales, DEAE NA 
et DEAE 1, indiquees sur le chromatogramme par les lignes 
horizontales . La fraction non adsorbee (DEAE NA) contient 
toute la toxicite. 

Cette fraction est dialysee 72 heures contre 

20 de l'eau puis lyophilisee. On obtient ainsi environ 
450 mg de la fraction DEAE NA. 

Chromatographie HPLC phase inverse semi -preparative . 

La fraction DEAE NA obtenue apres 

chromatographie echangeuse d' anions est fractionnee par 

2 5 chromatographie HPLC phase inverse (RP-HPLC) sur une 
colonne HYPERSIL (250 x 10,5 mm) remplie de NUCLEOSIL 
5 fim 300 A greffe par une chaine aliphatique en C18. Pour 
chaque chromatographies mg de proteines sont deposees 
sur la colonne Le debit d'elution est de 3 ml/min et les 

30 proteines sont detectees par absorption a 220 nm. Les 
proteines sont eluees par un gradient de tampon B (0,04% 
d'acide trif luoroacet ique dans de 1 ' acetonitrile) dans le 
melange A (0,04% d'acide trif luoroacet ique dans de l'eau) 
selon la sequence suivante : t=0 min, 40% de B ; t=5 min, 

35 40% de B ; t = 17 min, 48% de B ; t = 18 min, 80% de B ; et 
t=23 min, 80% de B. 
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Le chromatogramme est il lustre par la Figure 

6_ t. p g -r^Hi^-nt- d ' acetonit ri le es t represents par la__ 

ligne discontinue. La toxicite est localisee uniquement 
au niveau des pics Fl et PT ; les fractions correspondant 
5 a ces pics qui ont ete collectees, sont representees sur 
le chromatogramme par des par des traits horizontaux, . 

Trente chromatographies success ives 

correspondant a une quantite injectee de 450 mg de 
DEAE NA ont ete effectuees. Les fractions ont ete reunies 
10 puis lyophilisees apres evaporation de 1 ' acetonitrile et 
de 1' acide trif luoroacetique au SPEED VAC. 4 mg de la 
fraction PT et 5 mg de Fl ont ainsi ete obtenues . Ces 
fractions ont ensuite ete analysees par chromatographic 
HPLC phase inverse (RP-HPLC) . 
15 Chromatographic HPLC phase inverse 

Le controle de la purete des proteines des 
fractions Fl et PT est effectue par chromatographic HPLC 
phase inverse sur une colonne INTERCHROM (250 x 4,6 mm) 
remplie de NUCLEOSIL 5 Jim 100 A greffe par une chalne 
20 aliphatique en C18. Le debit d'elution est de 1 ml/min et 
les proteines sont detectees par absorption a 220 nm. 

Les proteines sont eluees en 45 minutes par un 
gradient lineaire de 0 a 50% de melange B (0,04% d' acide 
trif luoroacetique dans de 1 ' acetonitrile) dans le melange 
25 A (0,04% d' acide trif luoroacetique dans de l'eau). 

Cette analyse montre que la fraction PT ne 
contient que la proteine . toxique PT. La fraction Fl est 
plus complexe et contient deux polypeptides majeurs. 

Caracterisation des prot eines presentes dans les, 

3 0 fractions PT et Fl 

Les determinations de masses ont ete realisees 
par spectrometrie de masse a electrospray (ES-MS) . Les 
masses moyennes calculees a partir de 2 estimations, sont 
de 3741,1 Da dans le cas de PT, et de 3736 et 3941 Da 
35 pour les polypeptides de la fraction FT. 
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Le nombre de cysteines libres et impliquees 

dans— tes—poTrtrs— di-strirfurre-s-; — a— ete— determine— par— aikyl-at-rorr- 

de la proteine par 1 ' iodoacetamide , avant et apres 
reduction, et comparaison des temps de retention en 
5 RP-HPLC et des masses en ES-MS, des proteines alkylees 
avec la proteine native. 

La proteine non-reduite alkylee presente un 
temps de retention et une masse identiques a celle de la 
proteine native. En revanche, la proteine reduite puis 
10 alkylee presente un temps de retention nettement 
different de celui observe pour la proteine native 
(30 min au lieu de 42 min) , et une masse de 4089,9 Da. 

II apparait done que cette proteine contient 6 
cysteines, qui sont toutes impliquees dans 3 ponts 
15 disulfures. 

Sequence complete de la proteine PT 

La sequence complete de la proteine PT a ete 
etablie. La masse calculee a partir des 37 residus de la 
proteine est 3741,4 Da, ce qui est identique, a l'erreur 

2 0 de mesure pres, a celle determinee par spectrometrie de 
masse (3741,1 Da) pour la proteine native. La valeur 
calculee pour la proteine alkylee par 1 ' iodoacetamide 
(4090 Da) est egalement equivalente a celle obtenue 
experimentalement (4089,9 Da). Ces resultats demontrent 

25 1' absence de modifications post - 1 r aduc t ionne lies 
(glycosylations , phosphorylations...) de la proteine. 

La sequence de la proteine PT presente une 
tres forte homologie avec celle de 1 ' albumine de pois 
PAlb [HIGGINS et al , J. Biol. Chem, 261(24), pp. 11124- 

30 11130, (1986)] . Les deux sequences ne different que par 
le remplacement du residu valine en position 29 dans la 
proteine PT par une isoleucine dans la PAlb. Une forte 
similitude (65% d' identite) est egalement observee entre 
la proteine PT et la leginsuline de soja [WATANABE et 

35 al., Eur. J. Biochem. , 15, pp. 224:1-167-72, (1994)]. En 
particulier, les 6 residus cysteine, qui jouent un role 



essentiel dans la structure des proteines, occupent des 

positions conservees . 

La comparaison de ces 3 sequences est 
illustree par la figure 7. 
5 Ces resultats permettent de conclure que la 

proteine responsable de la resistance du pois aux 
charangons des cereales est similaire a la proteine PAlb 
decrite par HIGGINS . Cette proteine est synthetisee sous 
la forme d'une preproproteine de 130 residus (PA1) qui 

10 subit une maturation post- traductionnelle liberant la 
proteine PAlb ainsi qu'une proteine de 53 residus nommee 
PAla [HIGGINS et al . , J. Biol. Chem., 261 (24), pp. 11124- 
11130, (1986) ] . 

Le sequengage des 10 premiers residus N- 

15 terminaux de chacun des polypeptides toxiques de la 
fraction Fl a egalement ete realise. Les sequences 
obtenues sont identiques a celle de l'extremite 
N-terminale de la proteine PT. Comme , d'autre part, les 
masses de ces polypeptides determinees par ES-MS sont 

20 tres proches de celle de la PT, il apparait que ces 
polypeptides representent des isoformes de la PT. 
EXEMPLE 3 - ACTIVITE ET STABILITE DES PROTEINES 
ENTOMOTOXIQUES EXTRAITES DU POIS 

Activite : 

25 L' activite entomotoxique des polypeptides de 

la fraction PT ou de la fraction Fl a ete determinee 
comme decrit a 1'exemple 1 ci-dessus ; a la concentration 
de 1% dans la f arine de ble (3mM) , ces polypeptides ont 
pour le charangon une toxicite equivalente a celle de la 

3 0 f arine de pois pure. Une concentration de 60 est 
suffisante pour empecher toute infestation par les 
charangons . 
Stabilite ; 

Les polypeptides de la fraction PT ou de la 
35 fraction Fl, extraits a partir de graines seches stockees 
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pendant plusieurs annees, conservent leur activite 

e ntomotoxiqu e-, En ou tre-, c ette a ctivite n * est p a s 

affectee par un chauffage a 100°C. 
Toxicite pour dif f erents insectes ; 

5 La toxicite de la proteine PT pour la teigne 

de la f arine Ephestia kuehniellea (Lepidoptera) , et pour 
le puceron Acyrthosiphon pi sum (Homoptera) a egalement 
ete testee. 

Les essais sur la teigne de la farine ont ete 
10 effectues sur des larves de premier et deuxieme stade 
d' Ephestia. kuehniella alimentees sur des boulettes de 
farine de ble contenant differentes concentrations de la 
proteine PT (en mM par kg de farine de ble) . Les 
resultats sont illustres par la Figure 8 . 
15 (O = Survie a 0 jour ; 

A = Survie a 4 jours ; 
□ = Survie a 10 jours) . 
Ces resultats montrent que cette proteine est 
tres toxique, des la concentration de 0,25mM/kg. 
2 0 Le puceron Acyrthosiphon pisum (Homoptera) , a 

ete nourri sur milieu artificiel contenant differentes 
concentrations de la proteine PT. 
(□ = 3,3 jiM ; 
A = 17 nM ; 
2 5 ♦ = 46 |aM ; 

O = 84 |IM ; 
D = 100 (IN) . 
Les resultats, qui sont illustres par la 
Figure 9, montrent qu'une importante mortalite apparait 
30 des la concentration de 46 jamolaire, mortalite qui est 
totale a 100 (amolaire. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1) Utilisation d'un polypeptide comprenant une 

sequence repondant a la formule generale (I) suivante : 
X 1 CX 2 CX 3 CX 4 CX 5 CX 6 CX 7 (I) 
5 dans laquelle C represente un residu cysteine, 

Xi represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines, X 2 represente un acide amine ou une 
sequence de 2a 5 acides amines, X 3 represente une 
sequence de 4 a 10 acides amines, X 4 represente une 

10 sequence de 3 a 10 acides amines, X 5 represente un acide 
amine ou une sequence de 2 a 4 acides amines, X 6 
represente une sequence de 7 a 15 acides amines, X 7 
represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines, 

15 2) Utilisation selon la revendicat ion 1, 

caracterisee en ce que X x represente un dipeptide, X 2 
represente un tripeptide, X 3 represente un heptapeptide , 
X 4 represente un tetrapeptide, X 5 represente un acide 
amine, X 6 represente un nonapeptide, et X 7 represente un 

2 0 pent apept ide . 

3) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 , caracterisee en ce que : 
- X x repond a la sequence y x y 2 dans laquelle y x et y 2 
representent chacun un acide amine choisi parmi 

2 5 1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, ou 

bien y 1 represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, 
la serine, la glycine, et la threonine, et y 2 represente 
1' acide glutamique ou 1' acide aspartique ; et/ou 

X 2 repond a la sequence y 3 y 4 Y5 dans laquelle y 3 

3 0 represente la glutamine ou 1 ' asparagine , et y 4 et y 5 

representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, la threonine, la 
valine, la leucine, 1 ' isoleucine, et la methionine ; 
et/ou 

35 - X 3 repond a la sequence y 6 y 7 y8y9yioynyi2 dans laquelle y 6 
represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, la 
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serine, la glycine, et la threonine, y 7/ y u , et y 12 

representent — chacun — la — p roline -, — y 8 — represents — un acide- 

amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine, y 9 represente l'acide aspartique ou l'acide 
5 glutamique, y 10 represente un acide amine choisi parmi la 
valine, la leucine, 1 ' isoleucine , et la methionine ; 
et/ou 

- X 4 repond a la sequence yi 3 yi 4 yi 5 yi 6 , dans laquelle y 13 , 
Yi4/ Yib* Yxsi representent chacun un acide amine choisi 

10 parmi 1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, 
ou bien y 14 represente un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 13 et 
Yis representent chacun un acide amine basique, et y 16 
represente l'acide aspartique ou l'acide glutamique ; 

15 et/ou 

- X 5 represente un acide amine basique ; et/ou 

- X 6 repond a la sequence Yi7Yi8Yi9Y2oy2iy22Y23Y24Y25 , dans 
laquelle y 17/ y 19 , y 21 , et y 23 representent chacun un acide 
amine choisi parmi la valine, la leucine, 1 ' isoleucine , 

20 et la methionine, y 18 represente la proline, y 20 et y 24 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 22 
represente un acide amine choisi parmi la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine , la methionine, la phenylalanine, 

25 le tryptophane, et la tyrosine, et y 25 represente un acide 
amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine ; et/ou 

- X 7 repond a la sequence y 2 6Y27Y28Y29Y3o dans laquelle y 26 
represente un acide amine basique, ou un acide amine 

30 choisi parmi la valine, la leucine, 1 ' isoleucine , et la 
methionine, y 27 represente 1 ' asparagine ou la glutamine ou 
un acide amine basique, y 28 represente la proline, et y 29 
et y 30 representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine. 

35 4) Utilisation selon une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
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polypeptide utilise comme insecticide presente au moins 
60% d'identite avec une quelconque des isoformes d'une 
albumine PAlb. 

5) Utilisation selon la revendication 4, 
5 caracterisee en ce que ledit polypeptide est choisi dans 

le groupe constitue par les albumines PAlb et les 
leginsulines . 

6) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ledit 

10 polypeptide est utilise pour proteger des graines de 
cereales ou des produits derives de celles-ci, contre des 
insectes ravageurs . 

7) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ledit 

15 polypeptide est utilise pour proteger des plantes contre 
les insectes ravageurs des graines de cereales. 

8) Utilisation . selon une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide est utilise a une concentration de 10\iM a 

20 lOOmM. 

10) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'elle comprnd 
le traitement du produit a proteger avec une preparation 
comprenant ledit polypeptide. 

25 11) Utilisation selon une quelconque des 

revendications 1 a 10, caracterisee en ce quelle comprend 
la production d'une plante transgenique, transformee par 
au moins un gene codant pour ledit polypeptide, et 
exprimant ce dernier dans au moins un de ses tissus ou 

3 0 organes. 

12) Utilisation selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ladite plante transgenique est une 
cereale . 

13) Plante transgenique telle que definie dans 
35 une quelconque des revendications 11 ou 12. 
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